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INTRODUÇÃO
Evidências recentes indicam que uma fração das células epiteliais basais
do limbo corresponde às células epiteliais germinativas límbicas. Estas cé-
lulas são responsáveis pela manutenção das características do epitélio da
córnea(1). Estudos experimentais e clínicos mostram que a remoção das cé-
lulas epiteliais germinativas resulta em crescimento epitelial conjuntival
sobre a córnea (conjuntivalização), e com concomitante vascularização e
inflamação(2-3).
A demonstração de células caliciformes da conjuntiva sobre a superfície
da córnea pelo exame de citologia de impressão evidencia a deficiência do
limbo(4-5). A origem conjuntival do epitélio que recobre a córnea nesses
casos pode ser comprovada por coloração imunofluorescente com anticor-
pos monoclonais (imunohistoquímica)(2-3) e pela detecção de células calici-
formes por meio da citologia de impressão. Este método de biópsia não
invasivo primeiramente descrito(6) em 1977, pode ser também útil em outras
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Objetivo: Analisar pela citologia de impressão a presença de células cali-
ciformes na superfície de córneas com sinais clínicos de conjuntivalização.
Métodos: Foram realizados exames de citologia de impressão do epitélio
córneo-conjuntival em 65 olhos de 65 pacientes com sinais clínicos de
conjuntivalização com ou sem tratamento cirúrgico prévio. Os pacientes
foram divididos em dois grupos segundo a história anterior de cirurgia de
reconstrução da superfície ocular com transplante de limbo e membrana
amniótica de tal forma que no grupo I foram estudados 49 pacientes sem
cirurgia prévia e no grupo II estudaram-se 16 pacientes após cirurgia para
reconstrução da superfície e com sinais de conjuntivalização recorrente.
As amostras foram colhidas do olho afetado entre fevereiro de 2000 e
fevereiro de 2002 no Laboratório de Doenças Externas Oculares do Departa-
mento de Oftalmologia da UNIFESP. Definiu-se que o diagnóstico de
deficiência límbica era confirmado por citologia de impressão quando uma
ou mais células caliciformes íntegras eram encontradas na superfície da
córnea. Resultados: No grupo I uma ou mais células caliciformes foram
evidenciadas na superfície da córnea em 21 olhos (42,85%). No grupo II foi
possível detectá-las na superfície da córnea em 9 pacientes (56,25%).
Conclusão: A presença de células caliciformes na superfície da córnea
detectada no exame de citologia de impressão em pacientes com conjun-
tivalização pode confirmar o diagnóstico de deficiência de limbo no local
pesquisado, porém, a ausência destas células não exclui o diagnóstico.
RESUMO
Descritores: Limbo da córnea/citologia; Conjuntiva/citologia; Células caliciformes; Célu-
las epiteliais; Neovascularização patológica/patologia; Técnicas citológicas; Técnicas de
diagnóstico oftalmológico
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situações que requerem o exame das células superficiais do
epitélio na avaliação do olho seco(7), metaplasia escamosa(8),
contagem de células caliciformes em casos de hipovitaminose
A(9) e avaliação da superfície ocular em usuários de lentes de
contato(10).
Este estudo teve como objetivo analisar o padrão da cito-
logia de impressão na superfície de córneas com suspeita de
deficiência de limbo, especialmente quanto à presença de cé-
lulas caliciformes na região da córnea.
MÉTODOS
Um total de 65 olhos de 65 pacientes submetidos à citolo-
gia de impressão perilímbica realizadas no Laboratório de Doen-
ças Externas Oculares do Departamento de Oftalmologia da
UNIFESP foram estudados. Os pacientes avaliados apresenta-
vam alterações de superfície ocular graves e crônicos. Os
espécimes foram obtidos dos olhos afetados com suspeita clí-
nica de deficiência límbica entre fevereiro de 2000 e fevereiro
de 2002. Os pacientes que apresentavam conjuntivalização
foram distribuídos em 2 grupos. O grupo I compreendeu 49
pacientes com suspeita de deficiência de células germinativas
do limbo e que não tinham sido submetidos à reconstrução da
superfície ocular. O grupo II englobou 16 pacientes com sinais
clínicos de conjuntivalização recorrente após cirurgia para
reconstrução da superfície ocular com transplante de limbo e/
ou membrana amniótica.
 Quanto ao sexo, no grupo I, 33 pacientes (67,35%) eram do
sexo masculino e 16 (32,65%) do sexo feminino com idade
média de 45,6 ± 17,50 anos variando de 3 a 74 anos, e do grupo
II todos eram do sexo masculino e idade média 36,37 ± 17,68
anos, variando de 2 a 73 anos.
Amostras da camada epitelial córneo-conjuntival para es-
tudo pelo método de citologia de impressão foram obtidas
após anestesia tópica e aplicação de papel filtro de acetato de
celulose esterilizado na região perilímbica do olho com con-
juntivalização. O filtro da Millipore Corporation com poro de
0,45 micra, cortado manualmente com dimensões aproximadas
de 5mm de largura x 7mm de altura, com ápice, base e abertura
lateral foi posicionado com uma pinça aplicando-se a ponta do
papel (ápice) sobre a córnea, a abertura no limbo e a base
sobre a conjuntiva. Após pressão por 5 segundos foi removi-
do e imediatamente imerso em solução fixadora e posterior-
mente corado com ácido periódico de Schiff (PAS), hematoxili-
na e Papanicolaou modificado, conforme técnica padroniza-
da(11-12). Cada amostra em papel filtro contendo células da
superfície ocular foi analisada com microscópio óptico. Foi
considerada amostra adequada para inclusão no estudo, o
filtro com pelo menos 1/3 de sua superfície preenchida com
células epiteliais. O filtro foi protegido do contato com a lágri-
ma pois quando umidecido sua adesão é prejudicada. Nos casos
em que o contato com a lágrima foi inevitável a colheita das
amostras foi feita com outro papel filtro seco e foi considerado
como positivo o paciente com pelo menos uma amostra ci-
tológica positiva para células caliciformes na córnea.
O diagnóstico de deficiência límbica foi definido pela pre-
sença de uma ou mais células caliciformes íntegras na superfí-
cie da córnea(4-5).
RESULTADOS
No grupo I (Tabela 1), composto de 49 pacientes sem história
anterior de cirurgia de reconstrução da superfície, o diagnóstico
de deficiência límbica foi detectado em 21 olhos (42,85%). No
grupo II (Tabela 2), com 16 pacientes com sinais de conjunti-
valização recorrente após cirurgia para reconstrução da super-
fície, foi possível detectar células caliciformes na superfície da
córnea em 9 pacientes (56,25%).
Dos pacientes do grupo I com diagnóstico de deficiência
límbica, 9 (18,37%) apresentavam história de queimadura quí-
mica, 5 pacientes apresentavam outra etiologia provável da
falência de limbo, como síndrome de Stevens-Johnson (n=1,
2,04%), pterígio (n=3 , 6,12%) e papiloma (n=1 , 2,04%) e 7
pacientes (14,29%) não tiveram diagnóstico definido.
Em relação à etiologia da deficiência límbica do grupo I nos
pacientes com citologia negativa para células caliciformes na
Tabela 1. Distribuição dos pacientes com diagnóstico clínico de deficiência de células germinativas do limbo que não foram submetidos
a reconstrução de superfície ocular, segundo a etiologia provável da deficiência límbica
Etiologia provável Células caliciformes Células caliciformes Total
presentes na córnea ausentes na córnea
Queimaduras químicas 9 (18,37%) 8 (16,33%) 17 (34,70%)
Queimaduras térmicas 0 2 (04,08%) 2 (04,08%)
Síndrome de Stevens-Johnson 1 (02,04%) 3 (06,12%) 4 (08,16%)
Pterígio 3 (06,12%) 4 (08,16%) 7 (14,29%)
Papiloma 1 (02,04%) 0 1 (02,04%)
Coloboma de íris 0 1 (02,04%) 1 (02,04%)
Penfigóide ocular cicatricial 0 1 (02,04%) 1 (02,04%)
Pseudopenfigóide ocular 0 1 (02,04%) 1 (02,04%)
Sem diagnóstico definido 7 (14,29%) 8 (16,33%) 15 (30,61%)
Total 21 (42,85%) 28 (57,15%) 49 (100%)
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córnea incluíram-se casos de queimadura química (n=8,
16,33%) e térmica (n=2 , 4,08%), pterígio (n=4 , 8,16%), síndro-
me de Stevens-Johnson (n=3 , 6,12%), coloboma de íris (n=1,
2,04%), pseudopenfigóide ocular (n=1, 2,04%) e penfigóide
ocular cicatricial (n=1 , 2,04%). Oito (16,33%) pacientes não
tiveram diagnóstico clínico definido.
Conforme a tabela 2, que representa o grupo II, nove (56,25%)
pacientes tiveram a evidência no exame de citologia de impres-
são da deficiência de limbo após cirurgia de reconstrução da
superfície ocular. Neste grupo, um paciente (6,25%) teve re-
corrência dos sinais de conjuntivalização após queimadura
térmica, seis (37,50%) após queimadura química, um paciente
(6,25%) apresentava aniridia e outro (6,25%) síndrome de Ste-
vens-Johnson. Não foram observadas células caliciformes na
córnea em 7 (43,75%) pacientes com sinais de conjuntivaliza-
ção após cirurgia para reconstrução de superfície devido à
queimadura química.
Alguns resultados da citologia de impressão mostraram ca-
racterísticas morfocelulares de metaplasia escamosa e até que-
ratinização. Em 20 olhos (57,14%) de um total de 35 (28 sem ci-
rurgia e 7 com cirurgia) que tiveram citologia negativa para
células caliciformes na superfície da córnea, não foram encon-
tradas células caliciformes também na conjuntiva pesquisada.
Nesses casos, além da ausência de células caliciformes, a ci-
tologia de impressão revelou células epiteliais com perda da
coesão intercelular e citoplasma mais abundante em relação ao
tamanho do núcleo; algumas células eram poligonais e apre-
sentavam bordos citoplasmáticos dobrados. Por vezes obser-
vou-se cariopicnose, células anucleadas degeneradas e células
epiteliais esparsas eosinofílicas queratinizadas.
Em 12 amostras com resultado citológico negativo para
células caliciformes na córnea foi possível observar presença
de mucina nessa região.
DISCUSSÃO
Este trabalho confirma que a deficiência das células germi-
nativas do limbo, observada em estudos experimentais atra-
vés da remoção de tecido epitelial do limbo em coelhos(2-3),
também pode ser verificada em córneas humanas, portadoras
de sinais clínicos de conjuntivalização.
A suspeita clínica da deficiência límbica deve ser correta-
mente avaliada no pré-operatório de transplante de córnea
pela freqüência com que se observa o insucesso da cirurgia em
casos de deficiência límbica sem tratamento(13-14).
De acordo com outros autores(13), o critério diagnóstico mais
confiável da deficiência de limbo é a presença de células calici-
formes na superfície da córnea. A presença de uma única cé-
lula caliciforme na córnea é suficiente para a confirmação do
diagnóstico clínico(4-5), critério também considerado neste tra-
balho.
Considerando-se todos os pacientes incluídos em nosso
estudo, observa-se uma positividade média de 49,55% para
células caliciformes na córnea. A maior positividade de deficiên-
cia límbica foi no Grupo II que são casos de falência de limbo
recorrente após cirurgia para reconstrução da superfície ocu-
lar com transplante de limbo e/ou membrana amniótica humana
preservada com 56,25% do que no Grupo I com 42,85%. Con-
clui-se, portanto, que embora a cirurgia proposta para trata-
mento de deficiência límbica seja aplicada por muitos cirurgiões,
em alguns casos, esta deficiência não é totalmente corrigida
por meio de uma única cirurgia(15). A superfície ocular recons-
truída deve apresentar um epitélio mais favorável para a remo-
ção adequada de células superficiais pela citologia de impres-
são, o que poderia explicar neste estudo o maior número de
casos de deficiência de limbo confirmados citologicamente no
grupo II.
Em 35 olhos, 50,45% (28 do grupo I e 7 do grupo II), dos pa-
cientes com suspeita clínica de conjuntivalização não foram
observadas células caliciformes na superfície da córnea, não
havendo a evidência citológica da deficiência de limbo. Nossos
resultados diferem do observado por outros autores(4) prova-
velmente pelas diferenças de diagnósticos clínicos e de crité-
rios diagnósticos. Tais autores(4) obtiveram resultado citoló-
gico positivo para células caliciformes na córnea em 94 amos-
tras de um total de 134 (70,14%) analisadas retrospectivamen-
te e obtidas num período de 10 anos, considerando-se não só
a presença de células caliciformes íntegras na córnea, como
também a presença de grânulos de mucina livres das células
como positivo para deficiência límbica. Consideramos apenas
a presença destas células íntegras, e se fosse considerada a
presença destes grânulos como um achado para confirmação
diagnóstica, provavelmente o diagnóstico seria confirmado
em um maior número de casos. Além disso, aqueles autores(4)
usaram filtro de nitrocelulose na colheita e o usado em nossa
técnica é de acetato de celulose, o que poderia implicar em
diferentes quantidades de células superficiais removidas. Es-
Tabela 2. Distribuição dos pacientes com sinais clínicos de conjuntivalização recorrentes após cirurgia para reconstrução da superfície
ocular, segundo a etiologia provável da deficiência límbica
Etiologia provável Células caliciformes Células caliciformes Total
presentes na córnea ausentes na córnea
Queimaduras químicas 6 (37,50%) 7 (43,75%) 13 (81,25%)
Queimaduras térmicas 1 (06,25%) 0 1 (06,25%)
Síndrome de Stevens-Johnson 1 (06,25%) 0 1 (06,25%)
Aniridia 1 (06,25%) 0 1 (06,25%)
Total 9 (56,25%) 7 (43,75%) 16 (100%)
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tudos futuros podem ser úteis na comparação da celularidade
obtida com estes dois tipos de papel filtro.
Em nosso estudo, em 20 amostras (57,14%) do grupo de 35
em que não foram encontradas células caliciformes na córnea,
também não haviam células caliciformes na região de conjunti-
va avaliada, devido a metaplasia escamosa. Isto representa a
gravidade da alteração de superfície ocular destes casos, em
que encontramos até fibrose, como outro autor (14), e explica
que se pode ter metaplasia escamosa grave e aí não mais será
percebida nenhuma célula caliciforme. Acreditamos que a fi-
brose não permite uma adesão suficiente do papel filtro para a
remoção adequada de células superficiais. A ausência de célu-
las caliciformes pode também ser esperada diante da falta de
condições ambientais para a normal proliferação das mesmas.
Há relatos(16) de que superfícies de conjuntiva alterada fre-
qüentemente são cobertas por células epiteliais com metapla-
sia escamosa, que inclui importante redução ou ausência da
população de células caliciformes, como em casos de penfi-
góide ocular cicatricial, síndrome de Stevens-Johnson e cera-
toconjuntivite sicca.
Além desses fatores, nem todos os sinais clínicos suspeitos
de conjuntivalização foram avaliados pelo mesmo grupo com
um mesmo critério de inclusão pré-determinado. A destruição
na superfície ocular poderia em alguns casos não ser difusa o
suficiente para causar perda total das células germinativas do
limbo. A citologia de impressão pode também não ter sido
sensível na detecção da deficiência límbica em todos os pa-
cientes que apresentavam clinicamente várias fases de evolu-
ção da conjuntivalização e também a falência de limbo poderia
ser incompleta ou parcial.
Em 41,67% (n=5) das 12 amostras com resultado citológico
negativo para células caliciformes na córnea e com mucina não
se evidenciaram células caliciformes também na área de con-
juntiva avaliada. Esta mucina, livre das células, poderia ter
duas origens: a de células caliciformes presentes em regiões
da conjuntiva não pesquisadas ou outra fonte secretora que
não corresponda às células caliciformes. Esta hipótese é cor-
roborada por autores(17-18) que afirmam que o conteúdo de
mucina do filme lacrimal pode não estar correlacionado à den-
sidade de células caliciformes na conjuntiva, e nestas situa-
ções, este último é o melhor indicador de alterações da super-
fície ocular.
O diagnóstico clínico de deficiência de limbo e o diagnósti-
co laboratorial pela citologia de impressão são importantes no
planejamento da reconstrução da superfície ocular, especial-
mente antes de um possível transplante de córnea. Em pacien-
tes com acometimento bilateral e assimétrico, a citologia de
impressão pode ser útil também para se determinar a gravidade
da destruição do limbo no olho menos afetado.
CONCLUSÕES
A presença de células caliciformes na superfície da córnea
detectada no exame de citologia de impressão em pacientes
com conjuntivalização pode confirmar o diagnóstico de defi-
ciência de limbo no local pesquisado, porém, a ausência des-
tas células não exclui o diagnóstico.
ABSTRACT
Purpose: To analyze by impression cytology the presence of
goblet cells on corneal surfaces with conjunctivalization.
Methods: Corneal-conjunctival impression cytology was per-
formed in 65 eyes of 65 patients who had clinical signs of con-
junctivalization with or without previous ocular surgery. Pa-
tients were classified into two groups according to previous
history of ocular surface reconstructive surgery associated
with limbal transplantation and human amniotic membrane. In
group I, 49 patients without previous ocular surgery were
evaluated and in group II 16 patients were included after
ocular surface reconstructive surgery with conjunctivaliza-
tion recurrence. Samples were obtained in the affected eye
between February 2000 and February 2002 at the UNIFESP’s
External Eye Disease Laboratory. Limbal deficiency was detec-
ted when one or more goblets cells were found on the corneal
surface. Results: In group I one or more goblet cells were
found on the corneal surface of 21 eyes (42.85%). In group II
goblet cells were found on the corneal surface of 9 patients
(56.25%). Conclusion: Presence of goblet cells on the corneal
surface detected by impression cytology in patients with con-
junctivalization can confirm limbal stem cell deficiency,
however, its absence does not exclude the diagnosis.
Keywords: Limbus corneae/cytology; Conjunctiva/cytology;
Goblet cells; Epithelial cells; Cytological techniques; Diag-
nostic techniques opthalmological
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